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® (57) Abstract: The invention relates to a method for the electrophoretic separation of particles, especially of macromolecules. The 
inventive method comprises the following steps: applying the particles to be separated on a substrate-supported membrane so that 

t*-* the particles are mobile across the surface of the substrate- supported membrane, supplying an electrical field in such a manner that 
electrical fields are formed across the surfaces across which the particles are mobile, temporarily modifying the electrical fields 
and/or using a substrate-supported membrane with a structured surface, the direction and strength of the electrical field being tem- 

O porarily modified such and/or the substrate- supported membrane being structured such that a force is acting on the particles that 

O leads to a movement that depends on the length of the particles. The invention further provides a substrate especially for supporting 
p a membrane that consists of an optically transparent 
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material and that is used in the inventive method. The invention is also characterized by a substrate -supported membrane for carry ing 
out the inventive method with an inventive substrate according to any of the claims, and a fluid lipid membrane. The invenuon 
provides a micro-channel electrophoresis chamber with at least one channel the bottom of which comprises an inventive substrate 
and with an electrode system. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung zeichnet sich aus durch ein Verfahren zur elektrophoretischen Trennung von Partikeln, ins- 
besondere von Makromolekulen, mit den Schritten eines Aufbringens der zu trennenden Partikel in eine substratgestutzte Membran, 
so dass die Partikel entlang der Oberflache der subs tratgestiitzten Membran beweglich sind, eines Vorsehens eines elektrischen Fel- 
des, derart dass entlang der Oberflache, entlang der die Partikel beweglich sind, E-Felder ausgebildet werden, und eines zeitlichen 
Veranderns des elektrischen Feldes und/oder eines Verwendens einer substratgesriitzten Membran mit einer struktnerten Oberflache, 
wobei Richtung und Starke des elektrischen Felds zeitlich so verandert werden und/oder die Substratgestutzte Membran so struktu- 
riert ist, dass auf die Partikel eine Kraft wirkt, die zu einer von der Lange der Partikel abhangigen Bewegung fuhrt. Weitei hin schafft 
die Erfindung ein Substrat, insbesondere zur Stiitzung einer Membran bei der Durchruhrung des erfindungsgemassen Verfahrens 
aus optisch transparentem Material. Dariiber hinaus zeichnet sich die Erfindung durch eine substratgestutzte Membran zur Durch- 
fuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens mit einem erfindungsgemassen Substrat nach einem der Anspriiche, und einer fluiden 
Lipidmembran aus. Ausserdem schafft die Erfindung eine Mikrokanalelektrophoresekammer mit wenigstens einem Kanal, desscn 
Bodenflache ein erfindungsgeraasses Substrat aufweist, und mit einer Elektrodenanordnung. 
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Verfahren und Vorrichtungen zur elektrophoretischen Trennung von Partikeln, 
insbesondere von Makromolekulen 

Gebiet der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und Vorrichtungen zur elektrophoretischen 
Trennung von Partikeln, insbesondere von Makromolekulen, wie beispielsweise DNA-, 
RNA-Makromolekule, DNA-, RNA-Oliogomere und Proteinen. 

Stand der Technik 

Bektrophoreseverfahren werden insbesondere in der Molekularbiologie, der Gentech- 
nik und der Medizin eingesetzt, urn Makromolekule verschiedener Ladung und ver- 
schiedener GrGfte voneinander zu trennen. 

Im Stand der Technik sind im wesentlichen zwei verschiedene Elektrophoreseverfah- 
ren zum Trennen von Makromolekulen, namlich die sogenannte Gelelektrophorese und 
die Kapillargelelektrophorese bekannt. Bei der Gelelektrophorese wird ein auf einer 
Platte aufgebrachtes Gel verwendet; bei der Kapillargelelektrophorese wird eine gel- 
ahnliche Polymerltisung in einer Kapillare vorgesehen. 

Sowohl bei der Gel- als auch bei der Kapillargelelektrophorese nutzt man die Tatsache 
aus, dass Makromolekule mit verschiedener Ladung und Grofte unter Einfluss eines 
auGeren elektrischen Feldes in einem Gel mit unterschiedlicher Geschwindigkeit wan- 
dem. Dadurch entstehen Banden, welche jeweils eine Spezies der verschiedenen Mak- 
romolekule, also die Makromolekule mit gleicher Ladung bzw. gleicher Grade, enthal- 
ten. Die Lage der Banden wird durch Farbetechniken oder UV-Lichtabsorption optisch 
ausgelesen. 

Zum Auslesen der Banden wird hierzu auf das Gel eine Schicht eines Anfarbemittels 
aufgebracht und dort bei genau kontrollierter Temperatur fur eine bestimmte Zeit be- 
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lassen. Danach wird die AnfSrbereaktion durch Entzug des Wassers aus dem Gel un- 
terbunden. 

Als Gele verwendet man typischerweise Agarose, Celluloseacetat Oder Acryiamid. Die 
Gel- und Kapillargelelektrophorese wird beispielsweise bei der DNA-Analyse in der 
medizinischen Forschung und Diagnose verwendet. Durch Restnktionsfragmentanaly- 
se kbnnen beispielsweise Aussagen uber Erbinformation getroffen werden, weshalb 
die Gelelektrophorese bei der Diagnose von genetisch bedingten Krankheiten grofie 
Bedeutung erlangt hat. 

Die wesentlichen Nachteile des Gel- und des Kapillarelektrophoreseverfahrens sind 
zum einen der erfiebliche Zeitaufwand zur Vorbereitung und Durchfuhnjng der E- 
lektrophorese und zum anderen, dass grofie Mengen an Probenmaterial zur Analyse 
benotigt werden. 

Insbesondere sind in beiden Verfahren die gebrauchiichen Elektrophoresewege ver- 
haitnisma&ig lang. Dies fuhrt zu Wanderzeiten von ca. 2 Stunden. Weiteitiin muss vor 
dem eigentlichen Elektrophoresevorgang zunachst das Gel vorbereitet werden, bei- 
spielsweise gegossen werden. Eine Automatisierung dieses Vorgangs ist zwar mdg- 
lich, jedoch mit hohem Aufwand verbunden, da die notwendigen Gerate hohe Kosten 
verursachen. Deshalb wird die Elektrophorese oft per Hand durchgefuhrt, was zu einer 
weiteren Erhohung des Zeitaufwands fuhrt. 

Weiteitiin lassen sich die bekannten Verfahren nicht beliebig miniaturisieren, urn bei- 
spielsweise die erforderiichen Probenmengen gering zu halten. 

Angesichts der aufgefuhrten Nachteile liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein 
Verfahren und Vonichtungen zur Durchfuhrung eines Verfahrens zu schaffen, in dem 
bzw. mit denen einerseits der Zeitaufwand zur Trennung von Makromolekulen mittels 
der Elektrophorese verringert werden kann und die andererseits zur Miniaturisierung 
geeignet sind, so dass bereits geringe Probenmengen zur Analyse ausreichen. 
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Beschreibung der Erfindung 
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Derartige Membranen konnen beispielsweise PEG funktionalisierte Lipide Oder DAC- 

Chol: 3-beta-(N-(N.N^Dimethylaminoethan)-caitamoyl)(-cholesterolhydrochlorid)um- 
fassen 

Vorzugsweise kann hierzu eine kationische fluide Lipidmembran verwendet werden. 
Durch eine derartige Membran lassen sich die in der Regel negativ geladenen DNA- 
RNA-Makromolekule, bzw. DNA-, RNA-Giiogomere an die Membran binden. 

Gemafi einer anderen Weiterbildung konnen zum Aufbau derfluiden Membran 
amphiphile Makromolekule verwendet werden. Amphiphile Molekule zeichnen sich 
dadurch aus, dass sie Mono- und Doppelschichten in wassnger Ldsung formen 

Entsprechend einer anderen Weiterbildung der zuvor beschnebenen Verfahren kann 
eine fluide Lipidmembran verwendet wird, die Mono- bzw. Doppelschichten aus gela- 
denen Lipiden aufweist. Hierdurch wird einerseits eine gute Haftung der Membran an 
dem Substrat gewahrleistet und andererseits die Bindung der Makromolekule an der 
Membran sichergestellt. Daruber hinaus kann auf diese Weise die Membran ver- 
gleichsweise dunn ausgebildet werden, so dass eine Beobachtung der Banden mit op- 
tischen Einrichtungen problemlos mdglich ist. 

Gemafi einer ersten Alternative der zuvor beschnebenen Verfahren wird ein gepulstes 
elektrisches Feld verwendet. Die Makromolekule verschiedener GrOfie, die auf die 
Membran aufgebracht worden sind, fuhren zunachst eine ungeordnete Brown'sche 
Bewegung durch. Wenn nun em gepulstes elektnsches Feld angelegt wird, richten sich 
die verschiedenen Makromolekule wahrend des ersten Pulses entlang der Feldlinien 
aus. Diese Ausnchtung findet in Abhangigkeit von der Grdfie der Makromolekule start, 
wobei sich die kleineren Makromolekule schneller als die grdfleren Makromolekule 
ausrichten. Nachdem ein Makromolekul im elektnschen Feld ausgenchtet ist. beginnt 
es mit seiner Bewegung in Richtung des Feldgradienten. Folglich begmnen kleinere 
Makromolekule eherals grdliere Makromolekule mit der Bewegung im elektnschen 
Feld. In dem Zeitraum zwischen dem ersten und dem zweiten Puis findet wieder eine 
ungeordnete Brown'sche Bewegung der Makromolekule start; allerdmgs fuhren die 
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kleineren Makromolekule aufgnjnd ihrer grdfieren, wahrend des ersten Pulses zuruck- 
gelegten Strecke ihre ungeordnete Bewegung an einem anderen Ort als die grdfteren 
Makromolekule durch. Wenn nun der zweite Puis angelegt wird, findet wiederum eine 
Ausnchtung der Makromolekule er.tlang der Feldlinien statt. Auch hierbei nchten sich 
kleinere Makromolekule schneller als grdftere Makromolekule aus und legen wahrend 
des zweiten Pulses wiederum eine groftere Strecke im elektnschen Feld zuruck. Insge- 
samt kann auf diese Weise eine Sepanerung der Makromolekule in Abhangigkeit von 
ihrer Grdfie erzielt werden. 

Entsprechend einer zweiten Alternative der oben beschnebenen Verfahren kann em 
Wechselfeld verwendet werden, dem em zeitlich konstantes Feld uberlagert ist. Durch 
das zeitlich konstante Feld werden die Makromolekule im Wesentlichen in Richtung der 
Feldlinien bewegt. Die Bewegung in diesem Feld wird allerdings auch durch das 
Wechselfeld, in dem sich die Makromolekule ausnchten, beeinflusst. Da sich analog 
zum obigen Fall die Makromolekule mit einer Geschwindigkeit, die mit ihrer Grdfle ab- 
nimmt, im Wechselfeld ausnchten und dariiber hinaus im Wechselfeld bewegen, legen 
die kleineren Makromolekule in einer Zeiteinheit wiederum eine grdflere Strecke zu- 
ruck. Dadurch dass die Makromolekule unter dem Einfluss des Wechselfeldes nicht nur 
ausgerichtet werden, sondem sich auch im Wechselfeld bewegen, fuhren die Makro- 
molekule insgesamt eine Zick-Zack-Bewegung auf der Oberflache der Membran durch. 

Vorteilhafterweise kdnnen hierbei das Wechselfeld und das zeitlich konstante Feld 
kreuzartig uberlagert werden. In diesem Fall ergibt sich em symmetnscher Weg der 
Makromolekule auf der Membran. 

Zusatzlich kann in den Verfahren gemafr der ersten und der zweiten Alternative zur 
Stutzung der Membran ein Substrat verwendet werden, dessen Oberfiache Rippen 
aufweist. Hierdurch wird die Bewegung, insbesondere eine Ausnchtung der Makromo- 
lekule im elektnschen Feld in Abhangigkeit von ihrer Grdfte noch weiter beeinflusst. 
Insbesondere wird die Reibungskraft bei der Ausnchtung fur grdflere Makromolekule 
starker erhdht als fur kleinere Makromolekule, was insgesamt zu einer weiteren Diskn- 
minierung bezuglich der Grdfle der Makromolekule fuhrt. 
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Zur Durchfuhrung des Verfahrens hat sich hierbei em Substrat als zweckmafiig erwie- 
sen, dessen Rippen eine Penodizitat in einem Bereich von 2nm bis 200nm aufweisen 
Vorteilhafterweise liegt hierbei die Hdhe der Rippen in einem Bereich von 0.1 nm bis 
10nm. 

Entsprechend einer dritten Alternative der zuvor beschriebenen Verfahren kann bei 
Verwendung einer Membran, die auf einem Substrat mit Rippen vorgesehen ist, em 
zeitlich konstantes Feld, dessen Richtung im wesentlichen senkrecht zu den Rippen 
verlauft. verwendet werden. Hierbei erfahren grbfiere Makromolekule eine hdhere 
Reibungskraft als kleinere Makromolekule. wodurch sich fur diese grofteren Makro- 
molekule eine kleinere Geschwindigkeit in Feldrichtung ergibt. Hierdurch wird wie- 
derum eine langenabhangige Sepanerung der Makromolekule erzielt. 

Entsprechend einer vorteilhaften Weiterbildung aller zuvor beschnebenen Verfahren 
wird eine Membran verwendet, die einen Sperrbereich aufweist. in den keine Bewe- 
gung der Partikel mbglich ist bzw. an deren Grenze die Makromolekule gestoppt wer- 
den. Durch Anlegen eines entsprechenden elektnschen Feldes vor der Durchfuhrung 
der eigentlichen Elektrophorese lassen sich so die Partikel in einem schmalen Bereich 
vor diesem Sperrbereich sammeln. Hierdurch wird ein klar definierter Startpunkt und 
eine enge Bandbreite fur die wahrend der Elektrophorese durchgefuhrte Bewegung 
definiert. Dies fuhrt msgesamt zu einer verbesserten Auflbsung des Verfahrens 

Bei Verwendung einer fluiden Membran kann der Sperrbereich durch einen nicht flui- 
den Bereich in der fluiden Membran realisien werden Dieseriasst sich beispielsweise 
dadurch erzielen, dass das Substrat mit einem Material beschichtet wird, auf dem die 
eigentlich fluide Membran nicht fluide ist Hierzu eignet sich beispielsweise Al 2 0 3 . Ein 
derartiger Sperrbereich kann auch dadurch erzielt werden, dass auf dem Substrat ein 
anderes Matenal aufgebracht wird, so dass sich in diesem Bereich keine fluide Memb- 
ran ausbilden kann. Hierzu eignet sich beispielsweise Al 2 0 3 . 
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Die oben beschriebenen erfindungsgemaGen Verfahren konnen in einem Verfahren zur 
Beobachtung einer elektrophoretischen Trennung eingesetzt werden. Hierzu werden, 
wahrend der Durchfuhrung eiher elektrophoretischen Trennung. vorzugswe.se digitall- 
sierte Bilddaten, be.spielsweise mit einer an einem optischen Mikroskop angeschlos- 
senen Videokamera aufgezeichnet. Nachfolgend konnen diese aufgezeichneten Bild- 
daten computergestutzt ausgewertet werden. 

Gegenuber dem Stand der Technik hat diese Weiterbildung den groaen Vorteii, dass 
auch dynamische Prozesse auf emfache Weise beobachtet werden konnen. So ist es 
beispielswe.se mdglich, DNA-schne,dende Enzyme bei ihrer Aktivitat zu beobachten 

Die.oben beschhebenen Verfahren zur elektrophoretischen Trennung eignen sich, wie 
bereits angedeutet, besonders zur Trennung von DNA-, RNA-Makromolekulen, DNA-. 
RNA-Oligomeren. Daruber hinaus lassen sich mit diesem Verfahren aber auch e.ne 
Vielzahl anderer Makromolekule, wie beispielsweise Proteine, untersuchen. 

Vorteilhafterweise kann zur Erhohung der Auflosung die sogenannte isoelektnsche 
Fokussierung verwendet werden Hierbe, wandem die Partikel in einem pH-Gradienten 
bis zu einem pH-Wert, der ihrem isoelektrischen Punkt entspncht, an dem sie eine 
Nettoladung von Null haben. Das heillt die Wanderungsgeschwindigkeit ist an diesem 
Punkt ebenfalls Null. In der eindimensionalen Proteinelektrophorese ist das pH- 
Gradientenfeld parallel zum elektrischen Feld. In der 2D Elektrophorese steht der pH- 
Gradient senkrecht zum angelegten Feld. 

Erfmdunysgemafl wird we.terhm em Substrat, msbesondere zur Stutzung emer Memb- 
ran, bei der Durchfuhrung eines der oben beschnebenen Verfahren geschaffen, das 
aus optisch transparentem Matenal besteht. Mit einem derartigen Substrat ist es, ins- 
besondere im Zusammenhang mit der relativ dunnen Membran moglich, die Banden 
der verschiedenen Makromolekulgrdfien, die sich nach einer elektrophoretischen Tren- 
nung eingestellt haben, direkt, beispielsweise mittels eines optischen Mikroskops, zu 
beobachten Oder mit einer Videokamera aufzuzeichnen. Dies fuhrt zu dem Vorteii, dass 
die Makromolekule bei der Analyse im nat,ven Zustand erhalten bleiben, wodurch sie 
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spater folgenden Analyseschntten, beispielsweise einer DNA-Hybndisierung, zugang- 
lich bleiben. 

Gemaft einer Weiterbildung kann das Substrat Glas ais optisch transparentes Matenal 
aufweisen. 

Altemativ lassen sich auch Kunststoffe als optisch transparentes Matenal einsetzen. 
Hierzu lassen sich insbesondere Kunststoffe, wie PC, PMMA, PS, PE oder Plastik aus 
zyklischen Olefinen ven/venden. Da Kunststoffe einfacher als Glas zu verarbeiten sind, 
eignen sie sich insbesondere wenn das Substrat komplizierte Strukturen, beispielswei- 
se zur Durchfuhrung eines Verfahrens mit einem struktunerten Substrat aufweisen soil. 

In den Verfahren, in denen ein struktunertes Substrat verwendet wird, eignet sich ins- 
besondere ein Substrat mit einer Oberfiache, die Rippen aufweist. VorteilhaftenA/eise 
haben die Rippen in dem Substrat eme Penodizitat in etnem Bereich von 2nm bis 
200nm. Als eine HShe der Rippen hat sich insbesondere eine HOhe in einem Bereich 
von 0.1 nm bis 10nm als gunstig erwiesen. 

Der wesentliche Punkt bei struktunerten Substraten ist, dass Makromolekule, die sich 
auf einer Membran, die auf einem derartigen Substrat aufgebracht ist, eine von ihrer 
GrGfle abhangige Reibungskraft erfahren. Demgemafl lassen sich auch anders ge- 
form'te Strukturen, die zu diesem Effekt fuhren, einsetzen. 

Obwohl diese Substrate auf vorteilhafte Weise in den zuvor beschnebenen Verfahren 
verwendet werden kbnnen, iassen sie sich auch in anderen Anwendungen, beispiels- 
weise beim Strecken oder Onentieren von Makromolekulen, einsetzen. Dies gilt insbe- 
sondere fur die Substrate mit struktunerter Oberflache, beispielsweise der nppenfdrmi- 
gen Oberfiache. 

Aufterdem wird erfindungsgemafl eine substratgestutzte Membran geschaffen, die sich 
insbesondere zur Durchfuhrung der oben beschnebenen Verfahren eignet, die eines 
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der zuvor beschnebenen Substrate und eme auf dem jeweiligen Substrat aufgebrachte 
fluide Lipidmembran aufweist. 

Durch diese substratgestutze Membran wird eine einfache Einnchtung zur Durchfuh- 
rung der oben beschriebenen Verfahren zur Verfugung gesteilt. 

Vorteilhafterweise kann die substratgestutzte Membran eine fluide Lipidmembran mit 
kationischen Lipiden aufweisen. Es lassen sich vorteilhafterweise auch amphiphile 
Makromolekule zur Ausbildung der Membran verwenden. Dariiber hinaus kann die 
fluide Lipidmembran Doppelschichten aus geladenen Lipiden aufweisen. Auch kann die 
fluide Membran der substratgestutzten Membran wenigstens emen nicht fluiden Be- 
reich aufweisen. 

Mit diesen vorteilhaften Weiterbildungen kbnnen die bereits im Zusammenhang mit den 
Verfahren diskutierten Vorteile erzielt werden. Urn Wiederholungen zu vermeiden wird 
hier lediglich auf die entsprechenden Stellen bei der Beschreibung der erfindungsge- 
maflen Verfahren verwiesen. 

Entsprechend einer anderen Weiterbildung kann die fluide Lipidmembran der substrat- 
gestutzten Membran eingetrocknet sein. Dadurch kann das Substrat mit der einge- 
trockneten Membran gelagert werden. Zum Einsatz der substratgestutzten Membran 
muss diese dann lediglich mit Wasser und/oder einer Puffeddsung aufgequollen wer- 
den. Bei derart vorbereiteten Membranen konnen etwaige Fehler und Abweichungen 
beim Herstellen der Membran, insbasondere beim Ansetzen der Ldsungen fur die 
Membran, vermieden werden, so dass die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen erhdht 
wird. 

Erfindungsgemaft wird daruber hinaus eine Mikrokanalelektrophoresekammer ge- 
schaffen mit wenigstens einem Kanal, dessen Bodenfiache eines der zuvor beschne- 
benen Substrate aufweist, und mit einer Elektrodenanordnung aufweist. 
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In einer derartigen Mikrokanalelektrophoresekammer konnen die einzelnen Arbeits- 
schritte, wie die Festlegung des Startpunktes, das elektrophoretische Trennen der Par- 
tikel durch Bewegung im elektnschen Feld und die optische Auswertung der Banden, 
integnert werden. Demnach wird das Verfahren gegenuber dem Stand der Technik, 
gemaft dem es erforderlich war, diese Arbeitsschritte in verschiedenen Stufen und an 
verschiedenen Arbeitsplatzen durchzufuhren, erheblich vereinfacht werden. Weiterhin 
istes in einer derartigen Mikrokanalelektrophoresekammer mdglich, Makromolekule 
auszustrecken, zu manipulieren und gleichzeitig optischen Methoden zuganglich zu 
machen. 

Vorteilhafterweise haben hierbei jeder Kanal eine Breite in einem Bereich von 1(im bis 
10mm und eine Tiefe in einem Bereich von 1pm bis 5000pm. 

Entsprechend einer vorteilhaften Weiterbildung kann die Mikrokanalelektrophorese- 
kammer eine Mehrzahl von Kandlen umfassen, die in Form einer zweidimensionalen 
Matrix angeordnet sind. Hierdurch ist es mdglich, eine Mehrzahl von Expenmenten 
gleichzeitig durchzufuhren. 

Gernafi einer bevorzugten Weiterbildung der Mikrokanalelektrophoresekammer kann 
die Elektrodenanordnung zwei jeweils an den Langsenden eines jeden Kanals vorge- 
sehene Elektroden aufweisen. Diese Weiterbildung fuhrt zu einer weiteren Vereinfa- 
chung der Versuchsanordnung. So konnen hierdurch die Elektroden bereits in der 
Mikrokanalelektrophoresekammer integnert werden und die Mikrokanalelektrophorese- 
kammer muss am Messplatz lediglich angeschlossen werden. Weiterhin kann dadurch, 
dass die Elektroden bereits in der Mikrokanalelektrophoresekammer vorgesehen sind, 
eine vorbestimmte Anordnung in bezug auf jeden Kanal und damit auch in Bezug auf 
jeden Kanal und damit auch in Bezug auf die Membran realisiert werden, was zu einem 
gegenuber der Membran fest defimerten Feld fuhrt. Hierdurch lasst sich gegenuber 
dem Stand der Technik eine weitere Miniatunsierung verwklichen, die gemafi dem 
Stand der Technik aufgrund der Positionierungsgenauigkeit des elektnschen Feldes in 
Bezug auf die Membran beschrankt ist. 
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GemaG einer anderen Weiterbildung kann die Elektrodenanordnung altemativ Oder 
zusatzlich zwei Elektroden aufweisen. die sich zu beiden Seiten eines jeden Kanals in 
Kanallangsnchtung erstrecken Diese Weiterbildung eignet sich insbesondere fur das 
oben beschnebene Verfahren, in dem em Wechselfeld und em zeitlich konstantes dazu 
gekreuztes Feld vorgesehen werden. Selbstverstandlich werden auch hier die Vorteile. 
die im Zusammenhang mit der oben beschnebenen Elektrodenanordnung diskutiert 
worden sind, erzielt 



In den zuvor beschneben Mikrokanalelektrophoresekammem kann das Substrat mit 
einer fluiden Lipidmembran beschichtet sein. Diese fluide Lipidmembran kann kationi- 
sche Lipide aufweisen. Vorteilhafterweise kann die fluide Lipidmembran amphiphile 
Makromolekule umfassen. Daruber hinaus kann die fluide Lipidmembran Doppel- 
schichten aus geladenen Lipiden aufweisen, in eingetrockneter Form vorliegen 
und/oder wenigstens einen nicht fluiden Bereich aufweisen. 

Durch diese speziellen Weiterbildungen kbnnen die bereits im Zusammenhang mit den 
verschiedenen Verfahren und den verschiedenen substratgestutzten Membranen dis- 
kutierten Vorteile erzielt werden Urn Wiederholungen zu vermeiden, wird lediglich auf 
die betreffenaen Diskussionen dieser Merkmale in diesem Zusammenhang mit den 
Verfahren und den substratgestutzten Membranen verwiesen. 

Im Folgenden wird die Erfindung annand verschiedener Ausfuhrungsbeispiele unter 
Bezugnahme auf die beigefugte Zeichnung beschneben. In derZeichnung zeigen: 

Figur 1 : eine Ausfuhrungsform einer Mikrokanalelektrophoresekammer zur Er- 
lauterung einer ersten Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektropho- 
retischen Trennung von Partikeln gemaG, der Erfindung; 

Figur 2: eine erste Ausfuhrungsform einer substratgestutzten Membran zur Er- 

lauterung einer zweiten Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektropho- 
retischen Trennung von Partikeln gemaE der Erfindung; und 
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Figur 3: 



eine zweite Ausfuhrungsform einer substratgestutzten Membran zur Er- 
lauterung einer dntten Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektropho- 
retischen Trennung von Partikeln gemaft der Erfmdung. 



In Figur 1 ist eine Ausfuhrungsform einer Mikrokanaielektrophoresekammer zur Erlau- 
terung einer ersten Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektrophoretischen Trennung 
von Partikeln gemaft der Erflndung dargestellt. 

Diese Mikrokanaielektrophoresekammer 1 umfasst einen Kammerkdrper 2, in dem em 
Kanal 3 vorgesehen ist. Die Bodenflache des Kanals 3 ist hierbei durch em unstruktu- 
nertes Substrat 4 ausgebildet. Das Substrat 4 ist optisch transparent ausgebildet, bei- 
spielsweise aus Glas, aus Kunststoff, wie PMMA, PC, PS, PE oder ahnlichen Matena- 
lien. Weiterhm ist das Substrat hierbei bis zu lOOpm dunn. Hierdurch wird die Mikroka- 
naJelektrophoresekammer 1 optischen Ausleseverfahren direkt zuganglich. 

Das Substrat 4 kann in eine entsprechende Offnung in den Kammerkdrper etngesetzt 
werden, oder wie im vortiegenden Fall dargestellt, direkt als Teil des Kammerkdrpers 
ausgebildet sein. Hierzu bietet sich an, einen Kanal mit der entsprechenden Tiefe in 
emem Bereich von 1pm-5000|jm in dem Kammerkdrper vorzusehen. 

Auf dem Substrat ist eine fiuide Membran 5 aufgebracht, wie insbesondere in der 
Ausschnittsdarstellung in Figur 1 zu sehen ist. in der vorliegenden Ausfuhrungsform 
ist die Membran 5 in Form einer Doppelschicht Lipidmembran, beispielsweise einer 
DOPC/DOTAP-Membran, vorgesehen. 

Weiterhin umfasst die Elektrophoresekammer eine Elektrodenanordnung 6 mit zwei an 
den Langsenden des Kanals 3 vorgesehenen Elektroden, die herkdmmliche Matena- 
len, wie Platin, Gold, Ag/AgCI etc. aufweisen. Eine dieser Elektroden ist geerdet; an die 
andere Elektrode wird, wie unten noch im Detail eriautert, eine gepulste Spannung im 
Bereich von 2 bis 1000V angelegt. 
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Wie we,terh,n in der Ausschmttsze.chnung dargestellt, befinden sich in der Membran 5 
zwei Makromolekule. 

Die gesamte in F,gur 1 dargestellte Anordnung, also d.e Membran 5, die Makromole 
kule 7 und das Substrat 4 befinden sich in e,ner Flussigkeit, be. S pielswe, Se in Wasser 
Oder molekulstabilisierender Puffer. 

im Folgenden w,rd eine erste Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektrophoret.schen 
Trennung von Makromolekulen unter Bezugnahme auf Figur 1 beschneben. 

•n der in Figur 1 gezeigten Ausfuhrungsform wird, w,e auoh in Figur 1 angedeutet ein 
elektnsches Feid verwendet. Die Makromolekule 7 versch.edener Grdfie die auf die 
Membran 5 aufgebracht worden sind. f,hren zw,schen den Spannungspulsen, also be, 
e.ner Spannung von OV, e.ne ungeordnete Brown'sche Bewegung duroh. Wahrend der 
Spannungspulse hingegen nchten sich die versch.edenen Makromolekule zunachst 
entJang der Fe.dlinien aus. Diese Ausnchtung findet in Abhangigkeit von der GroSe der 
Makromolekule statt. wobe, s,ch d,e klemeren Makromolekule schneller als die groae- 
ren Makromolekule aushchten. Nachdem em Makromolekul im elektnschen Feld aus- 
genchtet ist, beginnt es, ebenfalls wahrend der Spannungs.mpu.se mit seiner Bewe- 
gung im e.ektn S chen Feld, und zwar in Richtung des elektnschen Feldes Da kle.nere 
Makromolekule im Feld schneller als gro.ere Makromolekule ausgenchte. werden be- 
g.nnen diese eher mit der Bewegung im elektnschen Feld und legen desha.b wahrend 
ernes Spannungspulses in dem Feld e,ne groflere Strecke als d.e groGeren Makromo- 
Jekule zuruck. 

Wahrend des Anlegens e.ner gepu.sten Spannung legen somit die Makromo.eku.e ,n 
Abhang.gkeit von ,hrer Ladung bzw GroGe verschiedene Strecken auf der Membran 5 
m dem Kanal 3 zuruck und sammeln sich entsprechend ihrer Ladung bzw. GroBe in 
sogenannten Banden 8, wie dies in Figur 1 dargestellt ist. 
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In Figur 2 ist eine erste Ausfuhrungsform emer substratgestutzten Membran 10 zur Er- 
lauterung einer zweiten Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektrophoretischen 
Trennung von Partikeln gemaft der Erfindung dargestellt. Im Folgenden werden zur 
Venmeidung von Wiederhoiungen lediglich die Unterschiede zwischen beiden Anord- 
nungen beschneben. Gleiche Bezugszeichen bezeichnen hierbei gleiche Komponenten 
der entsprechenden Anordnungen 

Die substratgestutzte Membran 10 in Figur 2 unterscheidet sich von der in Figur 1 dar- 
gestellten Anordnung im Wesentlichen durch die Elektrodenanordnung. Weitemin ist 
die substratgestutzte Membran 10 in emem Kammerkdrper als Kanalboden vorgese- 
hen. Die ubrigen Komponenten entsprechen denjenigen der in Figur 1 gezeigten 
Struktur; zur Beschreibung derselben wird deshalb auf die entsprechende oben ste- 
hende Diskussion verwiesen. 

Die Elektrodenanordnung umfasst in der in Figur 2 dargestellten substratgestutzten 
Membran zwei Elektroden 6a und zwei Elektroden 6b. An die Elektroden 6a wird eine 
Gleichspannung, die vorzugsweise in einem Bereich von 2 bis 1000 V liegt, angelegt, 
an die Elektroden 6b eine Wechselspannung, die vorzugsweise in einem Bereich von 2 
bis 1000 V liegt und eine Frequenz in dem Bereich von 0 1 bis 200 Hz aufweist. 

Ebenso wie in der in Figur 1 gezeigten Anordnung befmden sich auch hier die Memb- 
ran, das Substrat und Makromolekule in einer Flussigkeit, beispielsweise in Wasser 

Im Folgenden wird eine zweite Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektrophoreti- 
schen Trennung von Makromolekulen unter Verwendung einer substratgestutzten 
Membran, wie in Figur 2 gezeigt, beschneben 

Durch das zeitlich konstante Feld, das durch die Elektroden 6a verursacht wird, werden 
die Makromolekule im Wesentlichen in Richtung des Feldgradienten bewegt. Die Be- 
wegung in diesem Feld wird allerdings auch durch das durch die Elektroden 6b er- 
zeugte Wechselfeld, in dem sich die Makromolekule zum einen ausnchten und zum 
anderen bewegen, beeinflusst. Da sich analog zum obigen Fall die Makromolekule mit 
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e.ner Geschwindigkeit, die mit ,hrer Grbfle abnimmt, ,m Wechselfeld ausnchten und 
daruberhinaus im Wechselfeld bewegen, legen die klemeren Makromolekule in e,ner 
Zeiteinheit wiederum e.ne groKere Strecke zuruck. Dadurch, dass die Makromolekule 
unter dem Einfluss des Wechselfeldes nicht nur ausgenchtet werden. sondem s,ch 
auch im Wechselfeld bewegen. fuhren s.e insgesamt erne Z,ck-Zack-Bewegung auf der 
Oberflache der Membran durch, wie dies in Figur 2 angedeutet ist. 

Ebenso wie im Fall des ersten Verfahrens sammeln sich die Makromolekule, da s.e 
entsprechend ihrerGrdfie bzw. Ladung unterschiedliche Strecken zurucklegen, in den 
Banden 8, die in Figur 2 auf der Membran angedeutet und daruber hmaus in e.nem 
Histogramm dargestellt sind (das H.stogramm zeigt h.erbei die Anzahl der Molekule in 
Abhang.gkeit der zuruckgelegten Wegstreoke auf der substratgestutzten Membran) 

in Figur 3 ist eine zweite Ausfuhrungsform einer substratgestutzten Membran zur Er- 
lauterung einer dritten Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektrophoretischen Tren- 
nung von Partikeln gemaii der Erfindur.g dargestellt. 

Diese Ausfuhrungsform untersche.det sich von der in Figur 2 gezeigten substratge- 
stutzten Membran dadurch. dass die Oberfiache des Substrats 4 mit Rippen 9 verse- 
hen ist. Im Ubrigen entspncht die dargestellte Ausfuhrungsform der in Figur 2 darge- 
stellten, weshalb zur Vermeidung von Wiederholungen auf die Diskussion dieser Aus- 
fuhrungsform verwiesen wird. 

in der Ausfuhrungsform in Figur 3 wird e,n Substrat verwendet, dessen R,p P en 9 eine 
Penodizitat in e.nem Bere.ch von 2 nm b,s 200 nm aufwe,sen. Die Hone der Rippen 
liegt hierbei in emem Bereich von 0 1 nm bis 1 0 nm 

In einem Substrat aus den oben beze 1C hneten Kunststoffen kann die Struktunerung 
beispielsweise durch das Eindrucken ernes Stempels, welcher das Negativ der ge- 
wunschten Form enthalt, geb.ldet werden. Hierbe, wird der Kunststoff zweckmafi,ger- 
weise erwarmt. Als Stempel kann e.n in der (1 1 1) Ebene geschnittener Si-Wafer, der 
mit KOH angeatzt wurde, verwendet werden. 
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Durch Verwendung des Substrats 4 mit Rippen 9 wird die Bewegung, insbesondere die 
Ausrichtung, der Makromolekule auf emer auf einem derartigen Substrat aufgebrachten 
Membran im elektnschen Feld in Abhangigkeit von ihrer Grbfie noch starker beem- 
flusst. Insbesondere wird die Reibungskraft bei der Ausnchtung fur grdfiere Makromo- 
lekule starker erhdht als fur kleinere Makromolekule, was insgesamt zu einer weiteren 
Diskrimifwerung bezuglich der Grbfie der Makromolekule fuhrt. 

Zur weiteren Ehauterung der Erfindung werden im Folgenden verschiedene Beispiele, 
die mitden oben beschnebenen Einnchtungen durchgefuhrt worden sind, beschneben. 

Beispiel 1: 

Preparation einer substratoestutzten Membran durch Vesikelfusion 

Im Beispiel 1 wurde eine substratgestutzte Membran durch Herstellen einer kationi- 
schen Doppelschicht aus Lipiden durch Vesikelfusion auf einem GlastrSger realisiert. 
Hierzu wurden beispielsweise in Chloroform geloste Lipide gemischt. Ein typisches 
Verhaitnis ist DOPC/DOTAP 9/1. Diese Lbsung wurde eingetrocknet, und daraufhin 
wurden die Lipide mit Wasser Oder Pufferldsung, beispielsweise HEPES 10mM, NaCI 
10mM, EDTA 1mM wieder aufgequollen. Die Lipidkonzentration betrug dabei ungetehr 
1mg/ml. Diese Lbsung wurde mit einem Russelbeschaller 1 bis 2min beschailt. Die zu 
beschichtende Oberflache wurde vor dem eigentlichen Vesikelfusionsvorgang so be- 
handelt, dass sie stark hydrophil war Dazu eignet sich beispielsweise eine einminutige 
Behandlung mit 5M KaOH-Ldsung. Zum Fuilen einer Kammer, wie sie zuvor beschne- 
ben worden ist, wurden ca. 2ml der Vesikellbsung in die Kammer gegeben. Nach un- 
gef^hr 2h wurde die Kammer mit der Pufferldsung gut gespult, um den Lipiduberschuss 
zu entfernen. In der Kammer verblieb nach diesem Vorgang eine Doppelschicht mit 
einer Dicke von ungefahr 4nm. Zwischen der Doppelschicht und dem Substrat bildete 
sich eine etwa 0.1 nm dicke Wasserschicht aus. In diesem Beispiel hatte die Membran 
eine laterale Selbstdiffusionskonstante von ca. Vm 2 /s. 
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Da die elektrophoretische Trennung in dem vorliegenden Beispiel mit hochauflosender 
Mikroskopie ausgewertet werden sollte, wurde ein transparentes optisch inertes Sub- 
strat bzw. Kammerboden verwendet, dessen Dicke zwischen 100 und 200 urn lag 

Trennung der DNA durch qepulste Felder 

Die zu trennenden Makromolekule, beispielsweise DNA 80 bp (Basenpaare) und 40 bp 
wurden ebenfalls in die Kammer gegeben. 

Doppelstrangige DNA der Lange 80 bp zeigten im vorliegenden Beispiel auf derfluiden 
Membran eme Selbstdiffusionskonstante von 0.2^m 2 /s, 40 bp lange DNA dagegen eine 
Diffusionskonstante von 0.4^m 2 /s. 

Durch das Anlegen eines gepulsten Feldes zwischen 0.1 V/cm und 100V/cm trennen 
sich die DNA-Makromolekule. Dabei wurde ausgenutzt, dass sich die DNA-Oligomere 
durch Eigenrotationsdiffusion bei jedem Abschalten des Feldes wieder zufallig onentie- 
ren. Diese Tatsache bncht das ProportionalitatsverhMnis zwischen DNA- 
Basenpaaranzahl und Beweglichkeit. 

Urn Polansienjngen der Elektroden zu vemneiden, wurden geschwarzte Platinelektro- 
den Oder Ag/AgCl Elektroden verwendet. Je nach Kammergrdfle, Salzgehalt der Puf- 
ferldsung und angelegter Spannung flieflt em Storm zwischen 0 1 ^A und 10 mA. Das 
E-Feld wurde ca. 10 mm angelegt. 

Sichtbarmachunq der DNA Banden durch Fluoreszenzmarkierunq 

Durch die Zugabe von DNA Farbstoffen, beispielsweise TOTO in einem Verhaltnis von 
emem Toto-Makromolekul auf funf DNA Basenpaare, ist die DNA nach ca. 10 mm bei 
Raumtemperatur fluoreszenzmarkiert. Dazu wird Wasser/Puffer mit der entsprechen- 
den Menge TOTO in die Kammer gespult. Zur Beobachtung der Banden wurde em 
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Ax.overt 100 der Firma Carl Ze,ss verwendet. Es zeigten sich die zwe, Banden der 40 
bp und 80 bp langen Oligomere 

Beispiel 2: 

Preparation ei ner kation.schen Monoschicht oner n 0 PDe ischir.ht gj .rrh i anf]m , r 
Blodqett-Technik 

Durch die Langmu,r-Blodgett-Techn,k wurde eine fluide Membran auf PMMA aufge- 
bracht; anstelle von PMMA wurden auch PC, PE, PS. PVC sowie zyklische define 
veovendet Bei der Langmuir-Blodgett-Technik werden in Chloroform geldste 
amphiphile Molekule an der Wasseroberflache ernes Teflontroges gespreitet. so dass 
der hydroph.le Molekulbere.ch ,n das Wasser emdnngt und der hydrophobe Anteil aus 
dem Wasser herausragt. Diesen Film kann man mittels e.ner geeigneten Bamere auf 
den gewunschten lateralen Druck kompnm.eren. Taucht man nun em vertkal ausge- 
richtetes Plattchen aus den oben genannten Matenalien durch diesen Film ins Wasser 
ein, bildet sich eine fluide Monoschicht auf der Plattchenoberflache. 

Mit dieser substratgestutzten Membran wurden dieselben Versuche w,e in Beispiel 1 
durchgefuhrt und dieselben Ergebnisse erhalten 

Beispiel 3: 

Es wurde eine substratgestutzte Membran gemafi Be, S p,el 1 oder gemafi Be.spiel 2 
hergestellt. 

Trennunq der DNA durch Kreuzfelder 

lm Gegensatz zum ersten und zwe.ten Be.spiel wurde zur Trennung der DNA 80 bp 
und DNA 40 bp, jedoch kein gepulstes Feld verwendet, sondem gekreuzte Felder, d.h. 
ein konstantes Feld uberlagerl von einem Wechselfeld, angelegt. 
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Dabei hatte das konstante Feld eme Feldstarke zwischen 2 bis 200 V/cm, das Wech- 
selspannungsfeld eine Feldstarke zwischen 2-200 V/cm bei einer Frequenz von 0.1 bis 
100 Hz. Hierzu wurden Platinum/Platinum Black Oder alternate Ag/AgCI Elektroden 
verwendet. 

Mit dieser substratgestutzten Membran wurden dieselben Versuche wie in Beispiel 1 
durchgefuhrt und dieselben Ergebnisse erhalten. 

Beispiel 4: 

Es wurde eme substratgestutzte Membran gemafl Beispiel 1 Oder gemaft Beispiel 2 
hergestellt. 

Trennunq der DNA durch Substratstruktunerunq 

Die Membran wird auf ein zuvor strukturiertes Substrat, wie es beispielsweise in Figur 
3 gezeigt ist und im Zusammenhang mit dieser Figur beschneben ist, aufgebracht. Die- 
ses Substrat hatte Rippel mit ca. 0,1 nm Hdhe und 100 nm Penodizitat. Weiterhin wa- 
ren die verwendeten Substrate transparent und hatten eine Dicke von 100 \±m bis 200 
^im. Die Elektrodenanordnung wurde wie in Beispiel 3 angesteuert 

Die mit dieser Anordnung eitialtenen Ergebnisse entsprechen dem in Beispiel 3 erhal- 
tenen Ergebnis, wobei der relative Abstand der Banden zueinander grbfter war. 

Beispiel 5: 

Sammeln der DNS auf einer Lime durch Schaffunq nicht fluider Bereiche 

Teile des Kammerbodens wurden mit Materialien beschichtet, auf welcher die, wie in 
den Beispielen 1 bis 4 beschneben, aufgebrachte Membran nicht fluide ist. Hierzu wur- 
den beispielsweise Al 2 0 3 P Oder PMMA verwendet Diese Bereiche bilden fur die auf 
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der Membran beweglichen DNA-Makromolekule eine Sperrschicht. Durch Anlegen 
emes elektnschen Feldes, welches die DNA in Richtung dieser Sperrschicht bewegt, 
konnen diese an der Grenze zwischen Membran und Sperrschicht gesammelt werden. 

Mit dieser Membran wurden eine elektrophoretische Trennung wie in Beispiel 1 durch- 
gefuhrt. Im Ergebnis zeigten sich scharfere Banden, also Banden, deren Ausdehnung 
in Feldnchtung gennger als die der in Beispiel 1 erhaltenen Banden war 

Beispiel 6: 

Sammeln der DNS auf einer Lime durch Schaffunq nicht von der Membran benetzter 
Bereiche 

Durch Aufbnngen von Al 2 0 3 auf emen vorbestimmten Bereich des Kammerbodens mit 
einer Hdhe von 10 nm bis 1 pm und einer Breite von 1 - 30 pm, wurde vermieden, dass 
sich in diesem Bereich eine Membran ausbildet. Hiermit wurden die gleichen Versuche 
wie in Beispiel 1 durchgefuhrt und die gleichen Ergebnisse wie in Beispiel 5, also 
scharfere Banden erhalten. 
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Patentanspruche 



1. 



5 



Verfahren zur elektrophoret 1S chen Trennung von Part,keln, msbesondere von 
membranstandigen Makromolekulen, mit den Schntten. 

Aufbnngen der zu trennenden Part.kel auf e,ne substratgestutzte Membran so 
dass die Part.kel entlang der Oberflache der substratgestutzten Membran be- 
weglich sind, 

Vorsehen e,nes elektnschen Feldes derart. dass die Feldnchtung entlang der 
Oberflache, entlang der die Partikel bewegl.ch sind, ausgenchtet ist, 

zeitliches Verandem der Starke Oder Richtung elektnschen Feldes und/oder 
Verwenden emer substratgestutzten Membran mit e,ner struktunerten Oberfla- 
che, wobei die Starke Oder Richtung des elektnschen Feldes zeitlich so veran- 
dert wird und/oder die substratgestutzte Membran so struktunerl ist dass auf 
die Partikel e.ne Kraft w.rkt. die zu emer von der lange der Partikel abhang.gen 
Bewegung fuhrt. 
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Verfahren nach Anspruch 1, in welchem als substratgestutzte Membran ..... 
fluide Lipidmembran, msbesondere aus PEG funktionalisierten Lip.den und/oder 
aus DAC-Chol-Lipiden verwendet wird 

Verfahren nach Anspruch 2, in welchem erne kat.on.sche flu.de L, P ,dmembran 
verwendet wird 

Verfahren nach Anspruch 2 Oder 3. ,n welchem erne flu.de Membran verwendet 
wird, die amphiphile Makromolekule aufweist. 

Verfahren nach e.nem der Anspruche 2 b.s 4. in welchem erne flu.de Lipid- 
membran verwendet wird, die Doppelschichten aus geladenen L.p.den aufwe.st 
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7. 



8. 



9. 



10. 



11. 



12, 



13. 



Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem em ge- 
pulstes elektnsches Feld verwendet wird 

Verfahren nach einern der Anspruche 1 bis 5, in welchem em Wechselfeld ver- 
wendet wird, dem ein zeitlich konstantes Feld uberlagert ist. 

Verfahren na:h Anspruch 7, in welchem das Wechselfeld und das zeitlich kon- 
stante Feld kreuzartig uberlagert werden 

Verfahren nach einern der vorangegangenen Anspruche, in welchem zur Stut- 
zung de^Membran ein Substrat verwendet wird, dessen Oberflache Rippen 
aufweist 

Verfahren nach Anspruch 9, in welchem ein Substrat verwendet wird, das eine 
Periodizitat in einem Bereich von 2nm bis 200nm aufweist. 

Verfafven nach Anspruch 9 oder 10, in welchem ein Substrat verwendet wird, 
das eu e Hdhe der Rippen in einem Bereich von 0.1 nm bis 10nm aufweist. 

Verfahten nach einem der Anspruche 9 bis 11, in welchem ein zeitlich konstan- 
tes Felc ! , dessen Richtung im Wesentlichen parallel zu den Rippen veriauft, 
verwendet wird. 

Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem die Bewe- 
gung eine Drehung ist. 

Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem die Memb- 
ran einen Sperrbereich, in den keine Bewegung der Partikel mdglich ist, auf- 
weist, und vor Ourchfuhrung der Elektrophorese die Partikel dutch Anlegen ei- 
nes elektrischen Feldes an diesem Sperrbereich gesammelt werden. 
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15. Verfahren nach Anspruch 14 in Verbindung mit einem der Anspruche 2 bis 5, in 
welchem der Sperrbereich durch emen nicht fluiden Bereich der fluiden Memb- 
ran realisiert wird. 

16 Verfahren zur Beobachtung emer elektrcphoretischen Trennung, in welchem 

eine elektrophoretische Trennung nach einem der vorangegangenen Anspruche 
durchgefuhrt wird, von der elektrcphoretischen Trennung digitalisierte Bilddaten 
aufgezeichnet werden, und die aufgezeichneten Bilddaten computergestutzt 
ausgewertet werden. 

1 7. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem die zu 
trennenden Partikel DNA, RNA, DNA-, RNA-Oligomere und/oder Proteine auf- 



18. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem die Parti- 
kel in einem pH-Gradienten wandem 

19. Verfahren nach Anspruch 18, in welchem der pH-Gradient parallel zum elektri- 
schen Feld vorgesehen ist. 

20. Verfahren nach Anspruch 18 Oder 19, in welchem der pH-Gradient senkrecht 
zum elektrischen Feld vorgesehen ist. 

21. Substrat (4), msbesondere zur Stutzung emer Membran bei der Durchfuhrung 
eines Verfahrens gemaft einem der vorangegangenen Anspruche, aus optisch 
transparentem Material. 

22. Substrat nach Anspruch 21 , das als optisch transparentes Matenal Glas auf- 
weist. 

23. Substrat nach Anspruch 21 , das als optisch transparentes Matenal Kunststoff 
aufweist. 



weisen. 
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24. Substrat nach Anspruch 23, in welchem der Kunststoff PC, PMMA, PS, PE oder 
Plastik aus zyklischen Olefmen aufweist. 

25. Substrat nach einem der Anspruche 21 bis 24, dessen Oberfteche staiktunert 
ist. 

26. Substrat nach Anspruch 25, dessen Oberfteche Rippen (9) aufweist. 

27. Substrat nach Anspruch 26, in welchem die Rippen eme Penodizitat in einem 
Bereich von 2nm bis 200nm aufweisen. 

28. ' Substrat nach Anspruch 26 Oder 27, in welcher die Rippen eme Hohe in einem 

Bereich von 0.1 nm bis 10nm aufweisen 

29. Substratgestutzte Membran, insbesondere zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach einem der Anspruche 1 bis 20, mit 

einem Substrat nach einem der Anspruche 21 bis 28, und 

einer fluiden Lipidmembran. 

30. Substratgestutzte Membran nach Anspruch 29, in welcher die fluide Lipid- 
membran kationische Lipide aufweist. 

31 . Substratgestutzte Membran nach Anspruch 29 oder 30, in welcher die fluide 
Lipidmembran amphiphile Makromolekule aufweist. 

32. Substratgestutzte Membran nach einem der Anspruche 29 bis31 , in welcher die 
fluide Lipidmembran Doppelschichten aus geladenen Lipiden aufweist. 
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33. Substratgestutzte Membran nach emem der Anspruche 29 bis 32, in welcher die 
fluide Lipidmembran eingetrocknet ist. 

34 Substratgestutzte Membran nach emem der Anspruche 29 bis 33, in welcher die 
fluide Membran wenigstens einen nicht fluiden Bereich aufweist. 

35. Mikrokanalelektrophoresekammer (1 ) mit 

wenigstens emem Kanal (3), dessen Bodenflache ein Substrat (4) nach emem 
der Anspruche 18 bis 25 aufweist, und 

einer Elektrodenanordnung (6; 6a, 6b). 

36. Mikrokanalelektrophoresekammer nach Anspruch 35, in welcher jeder Kanal 
eine Breite in einem Bereich von bis 10mm aufweist. 

37. Mikrokanalelektrophoresekammer nach Anspruch 35 bis 36, in welcher jeder 
Kanal eine Tiefe in emem Bereich von 10 nm bis 20pm aufweist. 

38. Mikrokanalelektrophoresekammer nach emem der Anspruche 35 bis 37, in wel- 
cher eine Mehrzahl von Kanalen vorgesehen sind, die in Form einer zweidimen- 
sionalen Matnx angeordnet sind. 

39. Mikrokanalelektrophoresekammer nach emem der Anspruche 35 bis 36, in wel- 
cher die Elektrodenanordnung zwei jeweiis an den Langsenden eines jeden Ka- 
nals vorgesehene Elektroden aufweist. 

40. Mikrokanalelektrophoresekammer nach emem der Anspruche 35 bis 39, in wel- 
cher die Elektrodenanordnung zwei Elektroden aufweist, die sich zu beiden 
Seiten eines jeden Kanals in Kanallangsnchtung erstrecken. 
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41 . Mikrokanalelektrophoresekammer nach e>nem der Anspmche 35 bis 40, in wel 
cher das Substrat mit emer fluiden Lipidmembran beschichtet ist. 



42. 



44. 



45. 



46. 



Mikrokanalelektrophoresekammer nach Anspruch 41 , in welcher die fluide Li- 
pidmembran kationische Lipide aufweist 



43. Mikrokanalelektrophoresekammer nach Anspruch 41 Oder 42, in welcher die 
fluide Lioidmembran amphiphile Makromolekule aufweist. 



Mikrokanalelektrophoresekammer nach e,nem der Anspruche 41 bis 43, in wel- 
cher die flu.de Lipidmembran Doppelsch.chten aus geladener Lipiden aufweisi 

Mikrokanalelektrophoresekammer nach emem der Anspruche , 1 bis 44, in wel- 
cher die fluide Lipidmembran eingetrocknet ist. 

Mikrokanalelektrophoresekammer nach e.nem der Anspruche 4V b.s 45, in wel- 
cher die fluide Membran wen.gstens emen nicht fluiden Bereich aufw, st. 
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